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【要旨】肺癌細胞株から抽出したDNAを検体としてcomparative　genomic　hybridization（CGH）法と
genomic　DNA　microarray法による肺癌細胞株遺伝子異常の比較解析を行った。
　解析には、非小細胞肺癌由来であるPC－1、　PC－3、　PG7、　PC－10、　PC－14の5種類を用い、これら細胞株
から抽出したDNAをCGH法とgenomic　DNA　microarray法で遺伝子解析を行った。今回使用したDNA
チップはヒト癌において増幅が報告された59種類の遺伝子をプローブとした。
　増幅を両者で認めた癌遺伝子はPDGFRA，　EGFR，　PGY　l，　MET，　H－ras，　PAKIであった。
　二法による解析結果は部分的な一致は示したが、完全な一致とはならなかった。この二法による遺伝子異
常の解析はそれぞれ臨床応用できると考えられた。
はじめに
　近年、ヒトゲノム解析の進歩により、癌の遺伝子異
常が次々と明らかになり、癌が遺伝子病であると考え
られるに至った。癌細胞においては、正常な増殖制御
が失われており、細胞内のシグナル伝達系の異常をは
じめ、細胞周期制御にかかわる遺伝子、癌抑制遺伝子、
DNA修復遺伝子などの変異が原因となって発生、進
展すると考えられている1“3）。肺癌における遺伝子異
常の報告は主として進行肺癌や樹立された肺癌細胞
株を用いた遺伝子解析で同定されてきた4）5）。主たる報
告として、癌遺伝子ではMYC、　K－ras、　EGFR癌遺伝
子などの活性化を高頻度に認める6）7）。癌抑制遺伝子と
しては、第3番染色体短腕上のfragile　histidine　triad
（FHIT）、　RASSFIA、レチノイン酸レセプターβや第
ll番染色体長如上のTSLC1、p53、　Rbなどの不活化が
高頻度に認められるとの報告がある8）9）。
　CGH法はゲノム全体のDNAコピー数の増減を簡
便に検出出来る手法で、fluorescence　in　situ　hybridiza－
tion（FISH）法の応用として1992年にKallioniemiら
によって開発された技術である10－12）。検索対象である
癌細胞から抽出した高分子DNAと正常細胞から抽
出したDNAをそれぞれ別々の蛍光色素で標識し、両
者を正常ヒト中期染色体標本に対して競合的にハイ
2008年1月23日受付、2008年2月6日受理
キーワード：comparative　genomic　hybridization（CGH）法、　genomic　DNA　microarray法、肺癌細胞株、癌遺伝子、癌抑制遺
伝子
（別冊請求先：〒160－0023東京都新宿区西新宿6－7－1東京医科大学外科学第一講座　緒方　昭彦）
Tel：03－3342－6111内線（5070）　Fax：03－3349－0326
（1）
一　390 東京医科大学雑誌、 第66巻第3号
ブリダイズさせることで、各染色体領域の癌細胞
DNAコピー数の変化を蛍光強度比として検出する。
癌細胞DNAを緑色、正常DNAを赤色に標識すると
DNAコピー数増加領域は緑色に、コピー数減少領域
は赤色に染色される。これらを、画像解析装置を用い
て解析し、増幅と欠失を定量化する。
　一方、genomic　DNA　microarray法はBrownらが
1996年に発表した13）。スライドグラス上にプローブと
なるDNA断片を微小なスポットとして配列し、これ
に対して異なる蛍光色素で標識した2種類のDNA
を競合的にハイブリダイズさせる。CGH法の原理と
同様に癌細胞DNAを緑色で標識し正常DNAを赤
色で標識すれば専用の解析装置により、スポットの発
する蛍光強度比から癌細胞の有する遺伝子コピー数
の増減が検出できる。この方法の特徴は一度の実験で
最大血忌もの遺伝子を解析出来る点である。
　本研究においては、上記の二つの手法を用いて、教
室で樹立し継代中の肺癌細胞癌を対象として、DNA
コピー数の異常を染色体領域別に検出可能なcompar－
ative　genomic　hybridization（CGH）法と、同様に個別
の遺伝子コピー数の変化を検出可能なgenomic　DNA
microarray法の二法により解析し両方法を比較検討す
ることを目的とした。
研究材料および方法
　解析細胞株＝対象とした肺癌細胞株は我々の教室
で樹立した腺癌株3種、PC－3、　PC－7、　PC－14と扁平
上皮癌株2種、PC－1、　PC－10である14）。
　DNA抽出：1×107個の細胞をTEN緩衝液（10
mM　Tris、10mM　EDTA、100　mM　Nacl、　ph　8．0）に
浮遊させ最終濃度200μg／mlとなるようにproteinase
K、65．Cで1時間、37℃で一晩、プロテアーゼ処理を
行った。この溶液に等量のフェノール・クロロホルム
（1：1）混液を加え混和した後、室温で3，000rpm、10分
間の遠心分離し、上層に等量のクロロホルムを加え70
％エタノール中で脱塩し、2倍量の99．5％エタノール
を加え、緩やかに撹拝して高分子DNAを析出させ、
遠沈採取したDNAをTEN緩衝液に溶解して検体と
した。
　Comparative　genomic　hybridization（CGH）法
　DNAを蛍光色素で標識した。肺癌細胞株から抽出
したDNAをSpectrumGreenR（Vysis，　USA）で、正常
ヒトDNAをSpectrumRedR（Vysis，　USA）で標識し
た。すなわち、DDW　75μ1、癌細胞（100　pt　g／ml）10
pt　1に対して0．2　mM蛍光標識deoxyuridiine
triphosphate（dUTP）　5　pt　1．　0．1mM　deoxythymidine　tri－
phosphate　（dTTP）　5，ct　l．　deoxynucleotide　triphosphate
混合液（dNTP　mix）10μ1、10倍希釈nick　translation
緩衝液5μ1、nick　translation酵素10μ1を加えて総量
50μ1とし、撹拝載、15℃で3時問反応させた後、70℃
10分間加温して酵素を失活させた。
　Spectrum　Green標識検体DNA　200　ng（10μ1）、　Spec－
trum　Red標識ヒト正常ゲノムDNA　IOO　ng（1μ1）、ヒ
トCot－1　DNA　lOng（10μ1）、3M酢酸ナトリウム2．1
μ1、100％エタノール52μ1混和後、4℃、12，000　rpmで
30分間遠沈し、DNAを沈殿させ、これをプローブ
DNAとした。これにCGH用hybridization緩衝液
（Vysis，　uSA）7μ1、蒸留水3μ1を加え混和し、73℃で
5分間加温しあらかじめ70％fbrmaide溶液中で73℃、
5分間反応後アルコール系列で脱水、風乾したヒト正
常染色体分裂中期標本スライドと反応させた。37℃で
72時間反応させた後、50％fbrmamide溶液中で45℃、
10分間つつ3回洗浄し4’，6－diamidino－2－phenylin－
dole（DAPI）溶液でDNAを対比染色しカバーグラ
スをかけて検体スライドとした。画像はOLYMPUS
社のBX50で取り込み画像解析システム
CytoVisionTM　System（Applied　lmaging　LTD，　UK）で
解析した。緑色と赤色の蛍光強度比が1．2以上をコ
ピー数の増加、0．8以下をコピー数の減少領域と判定
した。
　Genomic　DNA　microarray法
　肺癌細胞株から抽出したDNAを先述したnick
translation法を用いてAlexa－488－5－dUTP（Molecu－
ar　Probes，　USA）で緑色に、正常ヒトゲノムはAlexa－
594－5dUTPで赤色に蛍光標識した。これら両標識
DNAを混和し、　CGH法と同様の前処置を行い、プ
ローブDNAとした。
　AmpliOnc　1　Microarray（Vysis，　USA）と上記プロー
ブDNAを37℃で18時間反応させた後50％fbr－
mamide溶液中で40℃、10分間つつ3回、　saline
sodium　citrate（SSC）で室温、5分間、4回洗浄した。
　Microarrayを乾燥させ、DAPI　IV溶液（Vysis，　USA）
を滴下しカバーガラスで封入して、検体スライドとし
た。
　スライドガラス上の各スポットの緑色と赤色の蛍
光強度比はこのmicroarray専用に作製された
GenoSencer　Reader（Vysis，　USA）で解析し、緑／赤比
15以上を増幅と判定した。なおこのシステムでは欠
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失は感度に問題があるため判定対象としなかった。
　今回使用したDNAチップ上には人の癌において
増幅が報告されている59種類の癌遺伝子をプローブ
DNAとして解析した。
　判定
　CGH法では緑色と赤色の蛍光強度の比（r）から
各染色体領域のコピー数の増減を判定する。r〈0．8で
はコピー数の減少と判定し、r＞1．2ではコピー数の増
加と判定11）15）。
　Genomic　DNA　microarray法ではr＞L5で増幅と
捕らえ判定した15）16）。
結 果
　1．CGH法による解析結果
　5種肺癌細胞株のCGH法による解析結果をマッピ
ングした（Fig．1）。
　各月癌細胞株の染色体上のDNAコピー数異常領
域を増幅（Table　IA）、および欠失（Table　IB）に分け
て示した。
　増幅を示した染色体異常領域には、これまで報告さ
れている肺癌に関与する主な癌遺伝子の。－kit（4q　l2）、
EGFR（7p12）．　c－Myc（8q24）．　cyclinDl（11q13）．　K－
ras（12p　12）などの癌遺伝子を複数の肺癌細胞株で認
めた。c－kit（4q　l2）はPG　I、　PC－3、　PC－7に認めた。
EGFR（7p12）はPc－7、　Pc－loで認めた。c－Myc（8q24）
はPC－7、　PC－14で認めた。　cyclinDl（llq13）はPC－1、
PC－14で認めた。　K－ras（12p　l　2）はPG3、　PC－7、　PC－
14で認めた。その他、増幅を示した染色体異常領域で、
複数の細胞株に共通してみられた領域は3pll、3q24、
6p25．　7p22．　8p23．　9q34．　11p15．　13q34．　16qll．　16q21
などであった。
　欠失を示した染色体異常領域には、これまで報告さ
れている肺癌に関与する主な癌抑制遺伝子の
RASSFIA（3p21）、　BLU（3p21）、　SEMA3B（3p21）はPC－
7に認めた。p161NK4a、　p14ARF（9p21）はPC－14に認め
た。PTEN（loq23）はPGI4に認めた。　PPP2RIB
（llq23）、　TsLcl（11q23）はPc－7に認めた。　sMAD2
（18q21）、　SMAD4（18q21）はPC－3、　PC－7、　PC－14に
認めた。LKBI／STKII8（19p13）はPC－3、　PC－10に認
めた。その他、欠失を示した染色体異常領域で、複数
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Summary　of　the　karyotypes　of　non－small　cell　lung　cancer　cell　lines　based　on　various　CGH　analyses，　Vertical　lines　on　the
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Table　IA　Results　of　analysis　of　the　chromosome　region　that　shows　amplification　by　CGH．
第66巻第3号
chromosomePC－1 PC－3 PC－7 PC－10 PC－14
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
X
Y
1q31－q32　1q41－q44
3p11
4p12　4qll－q13
5q11－q13
7p22
8p23　8q11－q13
8q21
11q13－qt4　11q23
11q25
Xp22　Xq11－q12
Xq22　Xq26
1p12－pll　lqll－q12
2p15－pll　2qll－q14
2q21－q24
4q12
6p25－p21　6q25－27
7q21Lq22　7q31－q32
8p23－p21　8p12Lpl1
12p13－p11
16qll　16q13
16q21－q22
18pll　18qll－q12
20p13
1p22－p21　lq21－q25
1q31－q32
3q21－q24
4p　16－p15　4q　12－q13
6p 5－p22　6p12
7p15－p13　7q21－q22
7q31－q36
8p12－pll　8q21－q24
9q34
12p　12　12q21
13q31“q34
15p15
20p　13－p11
q43－q44
2p21　2q12－q13
2q22－q23
3p26　3q12－q12
3q24－q28
5p15－p11
7p22－p21　7p15－p11
7qll　7q21－q22
11p15
20p12
1q12
2p22　2q24
3pll　3qll　3q24
3q27
5p25－p21　5q31－q35
6p25－p21　6p12upl1
7p22
8q11－q13　8q21－q24
9q34
11p15　11q13　11q25
12p13
13q14　13q21　13q34
14q　11－q13
14q21－24　14q32
16q21－q24
16q11－q13
18q11
20pl1
22q13－qll
Xp11　Xq11
Table　IB　Results　of　analysis　of　the　chromosome　region　that　shows　loss　by　CGH．
chromosomePC－1 PC－3 PC－7 PC－10 PC－14
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
X
Y
1p36
2p25
6q27
9q12
11p15
13pll　13q21－q22
14p13　14pl1
17p13
18p11
19q13
22p13－12
Yp11　Yq11－q12
8q12－q13　8q21
9p13　9p11　9q11－q13
9q21－q22　9q32
10p11
11p11
12q24
13p13－p11
13q11－q12　13q21
13q31－q34
14p13－pll　14q31
15p13－p11　15q11
17p13－p11
18q22－q23
19p13－p11
21p13－p11
22p13－pll
Xp22
Yp11　Yq11－q12
2q31
3p21　3q29
4q28　4q34－q35
5p15
6q25－q27
10p11
11q22Lq24
13p13Lp11
13q11－q13
14p13－p11
15p12－p11
16q11
17p13－p11
18qll－q12　18q21
21p13－pll　21q20
22p12－p11　22q11
22q13
1p31　lp22Lp21
1p12Lpll　lqll　lq21
4p　16－p15　4q31　4q35
5q12　5q21－q23　5q35
8p23－p21　8p12－pll
gp23　9p11　9q11－q13
9q21　9q34
10p15－p13　10pll
lOq11
11pll　11qll－q12
13q22－q23
13q33－q34
14p　13－p11　14q　11
15q11
16q11－q12
19p13
Xp22　Xpll
Yp11
2q12　2q37
4p　16　4q24－q26
6q13　6q25－q27
7p15　7q36
9p21
10p15　10q21－q22
10q24　10q26
12q24
13p13－p11
4p12
15p12－p11　15q11
15q24　15q26
16p13
18pll　18q22－q23
21p13－pll　21q21
22p12
Xp22
Yp11　Yq11－q12
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の細胞株細胞株に共通してみられた領域は4q35、
6q27、　lopll、　llpll、12q24、13pll、13q14、17p13な
どであった。
　2．Genomic　DNA　microarray法による解析結果
　人の癌で増幅が報告されている59遺伝子に焦点を
あてて解析した（Table　2）。
　緑色と赤色の蛍光強度の比が15以上を増幅と判定
し、グラフに示した（Fig．2A－E）。　pc－1では
MYCN（2p24．1）．　RAFI（3p25）．　MYB（6q22）．
ESR（6q25．1）．　FGFRI（8p11．2－p11．1）．　PAK1（11q13．5－
q14）．　CCND2（12p13）．　JUNB（19p13．2）．　BCR（22q　11．21）
の癌遺伝子が増幅を示した。PC－3ではPAKlが増幅
を示した。Pc－7ではPDGFRA（4q12）、　PGYI（7q21．1）、
MET（7q31）が増幅を示した。　Pc－loでは
EGFR（7p　12．3－p12．1）．　PGY　1（7q21．1）．　H－ras（11p15．5）．
ERBB2（17q21．2）が増幅を示した。　PC－14ではfluores－
cence　ratio　l　5≦rの増幅は認めなかった。
　3．CGH法とgenomic　DNA　microarray法の結果
　　　の比較
　CGH法とgenomic　DNA　microarray法の二法で解
析し一致した増幅遺伝子の染色体領域について、相関
図で示した（Fig．3A－3c）。　pc－3においてはそれぞれ
の方法で増幅領域は解析されたが、二法で合致する領
域は検出出来なかった。PC－14では、　genomic　DNA
microarray法では増幅を認めなかった。
考 察
　今回CGH法とgenomic　DNA　microarray法の二法
により肺癌細胞株の遺伝子増幅について解析を行っ
た。
Table　2　DNA　probes　used　for　genomic　DNA　microarray　analysis．
gene location gene location
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
FGR
MYCLl
N－ras
LAMC2
MYCN
REL
RAFl
TERC
PIK3CA
PDGFRA
MYB
ESR
EGFR
PGYl
MET
CTSB
FGFRI
MOS
MYC
ABLI
FGFR2
H－ras
CCNDl
FGF4／FG
EMSl
GARP
PA　KI
MLL
CCND2
1p36．2－p36．1
1p34．3
1p13．2
1q25－q31
2p24．1
2p13－p12
3p25
3q26．3
3q26．3
4q12
6q22
6q25．1
7p12．3－p12．1
7q21．1
7q31
8p22
8p11．2－p11．1
8q11
8q24．12－q24．13
9q34．1
10q26
11p15．5
11q13
11q13
11q13
11q13．5－q14
11q13．5－q14
11q23
12p13
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
WNTl
GLI
SAS／CDK
MDM2
AKTl
IGFRI
FES
MRPI
TOP2A
ERBB2
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59　genes　previously　reported　to　be　amplified　in　human　cancer．
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Fig．　2A　Results　of　analysis　of　PC－1　by　genomic　DNA　microarray．　Amplifications　in　MYCN，　RAFI，　MYB，　ESR，　FGFRI，
　　　PAKI，　CCND2，　JUNB，　BCR　were　observed．
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Fig．　2B　Results　of　analysis　of　PC－3　by　genomic　DNA　microarray．
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Amplification　in　PAKI　was　observed．
　CGH法は一度に染色体全領域のコピー数異常が検
出できる簡便な方法であるが、染色体上の遺伝子異常
をピンポイントで捕らえることは出来ない。CGH法
での解析で問題となるのは、検出感度が遺伝子異常の
領域の長さとその程度に依存することである。遺伝子
異常では増幅が検出されやすい。増幅単位が5Mb以
上であれば、2倍の増幅レベルからでも検出可能であ
る。増幅単位が300Kbという短い領域での増幅を検
出する場合は5～10倍以上の増幅レベルで検出可能
となる。一方、欠失領域の検出感度は低く、5Mb以上
の欠失がないと遺伝子欠失は検出されにくい。増幅、
欠失領域ともに20Mb以下の場合、検出感度は十分で
（6）
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Fig．2C　ln　PC－7　amplifications　in　PDGFR，　PGYI，　and　MET　were　observed．
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Fig．2D　Genomic　DNA　microarray　analysis　showed　amplifications　of　EGFR，　PGY　I，　H－ras，　ERBB2　in　PC－10．
ない17）。また、検体の癌細胞に正常細胞が混在してい
ると検出感度は低下する。50％以上の正常細胞の混入
は、解析の意味をなさないとされる。
　一方genomic　DNA　microarray法は遺伝子個々のコ
ピー数について解析できるが、当然アレー上にない未
知の遺伝子についての情報は得られない。従って両者
は、それぞれ目的に応じて使いわけられている。
　今回の実験では5種類の肺癌細胞株をCGH法と
genomic　DNA　microarray法の二法で比較解析を行っ
たが増幅を示す染色体異常領域に含まれる遺伝子異
常は全てが一致というわけにはいかなかった。この結
果は、それぞれの解析法の長所、短所に起因するのか
もしれない。前述したように、CGH法では染色体上で
DNAコピー数の変化を巨視的にみるので、増幅にし
ても欠失にしてもかなり長い距離の変化をみている
ことになると考えられる。Genomic　DNA　microarray
（7）
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Fig．　2E　Genomic　DNA　microarray　analysis　did　not　show　amplifications　in　PC－14．
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Fig．3A　Gene　and　chromosome　regions　that　showed
　　　　amplification　by　CGH　analysis　and　genomic　DNA
　　　　microarray　in　PC－1．
法はあくまでも個々の遺伝子のコピー数の変化をみ
るので、大変狭い範囲のDNA鎖に着目している。
従ってCGH法で巨視的にみた場合に増幅のある領
域でも、遺伝子レベルの狭い範囲に限定すると、増幅
がない領域を含むこともある。従って、両者が必ずし
も完全に一致するとは限らないと考えられた。
　CGH法による解析結果でこれまで報告されている
EGFR　■レ
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1　7p22－p21
1　7pis．pii　H－ras一
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1　iipis
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Fig．3C　Gene　and　chromosome　regions　that　showed
　　　　amplification　by　CGH　analysis　and　genomic　DNA
　　　　microarray　in　PC－10．
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肺癌に関与する癌遺伝子を複数の肺癌細胞株で認め
た。その非小細胞肺癌における発現頻度は。－kit（4q　l2）
は約5％未満、EGFR（7p12）は約40％18－20）、　c－
Myc（8q24）は約30％、　cyclinD1（llq13）は約50％。　K－
ras（12p　l　2）は約15％の発現頻度という報告があ
る21）22）。また非小細胞肺癌における癌抑制遺伝子の発
現頻度は、RASSFlA（3p21）は約40％、　BLU（3p21）は
早く10％、SEMA3B（3p21）は約50％、　p　161NK‘a、　p　l4ARF
（9p21）は約40％、　PTEN（loq23）は約くlo％、
PPP2RIB（llq23）は約15％、　TsLcl（llq23）は約40％、
LKBI／STKII（19p13）は約20％程度の発現頻度で認
めるという報告がある23）24）。
　CGH法に於いては、肺癌と関与があると今まで報
告されている染色体異常領域にとどまらず、その他の
領域においても肺癌との関与を疑わせるいくつかの
領域を認めた。PC－3、　PC－7、　PC－14に認めた6p25は
HER2増幅との関与が報告されている。PC－1、PC－10、
PC－14に認めた7p22は大腸癌との関与が報告されて
いる25）26）。いずれも固形癌であり肺癌との関与を疑わ
せる結果であった。
　増幅をCGH法とgenomic　DNA　microarray法の二
法で認めた遺伝子異常は、PDGFRA、　EGFR、　PGY　l、
MET、　H－ras、　PAKIであり、このうちEGFRは非小
細胞肺癌の約40％に認めるという報告がある。肺癌は
今まで報告されている癌遺伝子以外にPAKl、PGYl、
H－ras、　PDGFRA、　METなどの癌遺伝子との関与を疑
う結果となった。
　　CGH法とgenomic　DNA　microarray法の二法によ
り腫瘍の共通増幅領域、共通欠失領域を同定しその腫
瘍の癌遺伝子、癌抑制遺伝子の染色体上の存在部位を
推定できる。またその解析結果より病理組織学的
gradeと予後予測との相関や、抗癌剤による治療効果
予測因子などの同定が可能となる可能性を秘めてお
り、臨床の舞台に於いて、この二法による遺伝子解析
応用が今後の肺癌治療におけるテーラーメイド化に
貢献すると考えられた。
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Comparison　analysis　between　comparative　genomic　hybridization　and
　　　　　　　genomic　DNA　microarray　of　abnormalities　of　the　genes
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　lung　cancer　cell　lines
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Abstract
　　　We　performed　comparative　analyses　between　comparative　genomic　hybridization　（CGH）　and　genomic　DNA　microarray
abnormalities　of　the　genes　in　lung　cancer　cell　lines．　DNA　was　extracted　from　different　lung　cancer　cell　lines．　All　the　lung
cancer　cell　lines　which　we　analyzed　were　non－small　cell　lung　cancer　cell　lines　established　in　our　department．　These　were　PC－
1，　PC－3，　PC－7，　PC－10　and　PC－14．　We　performed　gene　analysis　by　CGH　and　genomic　DNA　microarray．　DNA　was
extracted　from　the　cell　lines　and　the　DNA　chip　used　for　this　experiment　had　59　kinds　of　gene　probes．　The　common　oncogenes
detected　by　these　two　methods　were　PDGFRA，　EGFR，　PGYI，　MET，　H－ras　and　PAKI．　The　results　by　these　two　methods
were　identical　in　part，　but　not　completely　so．　Therefore　these　two　methods　may　be　usefu1　for　analysis　of　abnormality　of　the
genes　in　clinical　cases．
〈Key　words＞comparative　genomic　hybridization　（CGH），　genomic　DNA　microarray，　lung　cancer　cell　line，　oncogene，　tumor
suppressor　gene
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